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PROCEDE DE LYSE DE MICRO-ORGANISME. 



(57) Procede de lyse de micro-organisme, pour liberer au 
moins un compose biologique comprenant une 6tape de ly- 
se, selon laquelle: 

- on dispose dans un contenant un 6chantillon 
biologique en milieu liquide, comprenant le micro-orga- 
nisme a Fyser, 

- on dispose dans ledit contenant au moins un materiau 
particulaire, relativement dur, et substantiellement inerte 
par rapport aux composes biologiques, 

- on soumet le melange de I'ecnantillon biologique et du 
materiau particulaire a un mouvement de type vortex, carac- 
terise en ce que: 

- le materiau particulaire comprend des billes ayant un 
diamfctre compris entre 90 et 150 jim, et 

- Ve = a. Vb, avec 

Vb = le volume apparent des bilies, 

Ve = le volume de I'ecnantillon liquide, et 

a est un nombre compris entre 1 , 4 et 1 0 lorsque le con- 
tenant est de forme tubulaire, et 

a est un nombre inferieur ou egal a 2, 1 lorsque le con- 
tenant est de forme disque. 

Utilisation du lysat obtenu par le procedS selon I'mven- 
tion. 

Contenant a usage unique pour la mise en oeuvre du 



precede selon I'invention. 
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La presente invention concerne un proced§ de lyse 
de micro-organisme, permettant de maniere g6n€rale de 
rompre un micro-organisme, notamment la membrane d'une ou 
plusieurs cellules , pour lib^rer au moins un compost 
5 biologique, par exemple un materiel nucl6ique h traiter ou 
analyser. 

On connait le proc6d6 g6n€ralement utilise pour 
lyser les cellules qui consiste essentiellement en ce que: 

- on dispose dans un contenant un 6chantillon 
10 biologique en milieu liquide, comprenant le micro- 
organisme k lyser, 

- on dispose dans ledit contenant au moins un 
mat6riau particulaire, relativement dur, et 
substantiellement inerte par rapport aux composes 

15 biologiques, 

- on soumet le melange de 1 '6chantillon biologique 
et du mat6riau particulaire k un mouvement de type vortex. 

Ce proc6d6 utilise presente certains 
inconv6nients . 

20 On a remarqu6 que le proc6d6 de lyse utilise 

couramment n'est pas suf f isamment efficace, notamment la 
lyse cellulaire s'avfere insuffisante en quantity et 
quality . 

De plus, le proc6d6 employ^ ne permet pas tou jours 
25 de lyser des cellules r6put6es r6sistantes a la lyse, 
notamment les cellules des bact6ries k Gram+, par exemple 
celles de Mycobact6ries. 

De merae, la mise en oeuvre du proc6d6 n6cessite 
souvent l'ajout de r6actifs suppl&nentaires tels que par 
30 exemple des enzymes et/ou des d6tergents. 

La pr6sente invention a pour objet de rem6dier aux 
inconv£nients cit6s ci-dessus. L' invention a plus 
particuliSrement pour objet un proc6d6 de lyse complete, 
efficace t simple d'un 6chantillon biologique comprenant 
35 m§me trfes peu de micro-organismes, sans r6actifs 
suppl&nentaires au cours de la mise en oeuvre du proc6d6. 
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Par exemple, la presente invention a pour objet un precede 
simplifie de lyse cellulaire pour liberer directement au 
moins un compose biologique, notamment les acides 
nucieiques. 

5 Les avantages du proc§d<§ de lyse de la pr6sente 

invention sont en effet une efficacite quantitative et 
qualitative. 

La premier objet de la pr£sente invention est done 
un proc6d6 de lyse de micro-organisme, pour lib6rer au 
0 moins un compose biologique comprenant une etape de lyse, 

selon laquelle: 

- on dispose dans un contenant un 6chantillon 
biologique en milieu liquide , comprenant le micro- 
organisme St lyser, 

15 - on dispose dans ledit contenant au moins un 

mater iau particulaire, relativement dur, et 

substantiellement inerte par rapport aux composes 
biologiques, 

- on soumet le melange de l'6chantillon biologique 
20 et du materiau particulaire & un mouvement de type vortex, 

caract£ris6 en ce que: 

- le materiau particulaire a un diamfetre compris 

entre 90 et 150 vm, et 

- Ve = a.Vb, avec 

Vb = le volume apparent des billes , 
25 ve = le volume de l'^chantillon liquide, et 

a est un nombre compris entre 1,4 et 10 lorsque 
le contenant est de forme tubulaire, et 

a est un nombre inf£rieur ou 6gal a 2,1 lorsque 
le contenant est de forme disque, 
30 Par le proc£d6 selon 1' invention, on obtient le 

compose biologique non deteriore. 

Par ailleurs, le proc6d6 selon 1* invention est 
suffisamment efficac pour permettre la lyse d'un seul 
micro-organisme, ce qui pour beaucoup de proc6des 
35 d r analyse biologique, notamment pour les techniques 
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d " amplification ou d ' analyse par hybridation de sonde ( s ) , 
revet un int6ret particulier. 

S'agissant d'un compost biologique de type 
nucieique, la presente invention apporte l'avantage 
5 determinant de liberer ledit compose de manidre accessible 
Sl tout r6actif le concernant, par exemple une ou des 
amorces d' amplification, une ou des sondes 
d' hybridation. . . 

Dans un premier mode de realisation selon 
10 1' invention, le materiau particulaire est constitue de 
billes de diamfctre environ 100 Jim. 

Dans un second mode de realisation selon 
1' invention, on a: 

Vb < Ve < Vc, et 
15 vc = p.ve, avec 

Vb « le volume apparent des billes , 

Ve = le volume de 1 '6chantillon liquide, 

Vc - le volume utile du contenant, et 

P est un nombre sup£rieur ou £gal k 2,5. 

Les contenants que l'on peut utiliser selon 
1' invention peuvent frtre de formats differents, par 
20 exemple de forme tubulaire ou de forme disque. 

On pr6ffere que le contenant soit de forme 
tubulaire, de preference h fond en forme de U. Dans ce 
mode de realisation pref6r6, P est un nombre compris entre 
2,5 et 30. 

25 Dans un troisifcme mode de realisation selon 

1* invention, les contenants sont de forme disque et de 
forme tubulaire h fond en forme de U (comme par exemple de 
type Falcon®) ou h fond tronconique (comme par exemple de 
type Eppendorf*) . 

30 Lorsque le contenant est sous forme disque, a est 

un nombre inferieur ou 6gal a 2,1, de preference inferieur 
ou 6gal & 1,4 et 0 est un nombre superieur ou 6gal h 9,3. 

On prefSre ncore plus que le contenant soit un 
tube k fond tronconique tel qu'un tube Eppendorf, a 6tant 
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compris entre 1,4 et 10, de preference entre 1,4 et 3,3, 
et P etant compris entre 2,5 et 30, de preference entre 
2,5 et 15, de preference encore entre 3,75 et 15. 

On pr6f6re encore plus que le contenant soit un 
5 tube k fond en U, tel qu'un tube Falcon, a etant compris 
entre 1,4 et 10, de preference entre 1,4 et 3,3, de 
preference encore est k 3,3, et P etant compris entre 3 et 
30, de preference entre 12 et 30, de preference encore 
6gal 2i 20. 

10 Dans un quatrifeme mode de realisation selon 

1' invention, le materiau particulaire comprend d' autres 
billes ayant un diamfetre sup6rieur k celui desdites billes 
du contenant. On prefere que le contenant comprenne 
jusqu'ci 10 autres billes. On pr6f£re encore plus que ces 

15 autres billes aient un diametre environ de 2 ci 3 mm, 

Cette caracteristique compl6mentaire du procede 
selon 1' invention permet, pour une efficacite equivalente, 
en particulier de diminuer ou limiter le temps requis pour 
l'etape de lyse cellulaire. 

20 Cette caracteristique compiementaire permet aussi 

de rompre des 6chantillons biologiques complexes, tels que 
tissus vivants, avant de lyser proprement dit le materiau 
cellulaire. 

Dans un cinquieme mode de realisation selon 
25 1" invention, le temps de mise en mouvement de type vortex 
est au moins 6gal k 10 secondes, de preference auau moins 
20 secondes, avantageusement entre 1 et 5 minutes. 

Dans un mode de realisation pr6f erentiel , le temps 
de mise en mouvement de type vortex est environ de 2 
30 minutes. 

Le temps de vortex est adapte de maniere k obtenir 
un pourcentage de lyse au moins sup6rieur ou egale k 20%. 

On prefftre encore, selon les specif icit6s du 
protocole de lyse utilise, notarnment lorsqu'on ajoute des 
35 bill s de plus gros diamfetre, que le temps de mise n 
mouvement d type vortex soit d" environ 2 minutes. 



2768743 

v 



Dans un sixi^rae mode de realisation selon 
1' invention, les cellules sont des bact6ries. 

Un second objet de 1' invention est 1 ' utilisation 
du lysat obtenu par le proc6d6 d6crit ci-dessus, notamment 
5 pour une detection et/ou une quantification de molecules 
d'acides nuclSiques ou une amplification, directe ou apr6s 
purification des molecules d'ADN et/ou d'ARN. 

Ainsi, aprSs amplification, on peut d£tecter au 
moins 1.10 2 cellules /ml. 

10 Toutefois, 1 ' utilisation du proc6d6 de 1' invention 

n'est pas limits aux techniques pr6cit6es. 

Un troisidme objet de 1' invention est un contenant 
h. usage unique, pour la mise en oeuvre d'un proc6d6 d6crit 
pr6c6demment, caract6ris6 en ce qu'il comprend une charge 

15 d'un mat6riau particulaire adapt^e, en fonction d'une 
quantity pr6d6termin6e de 1 ^chantillon biologique, h la 
mise en oeuvre directe du proc6d6 d6crit pr6c6demment • 

Par "6chantillon biologique", on entend tout 
Schantillon, pr61§vement ou fraction d'un materiel 

20 biologique, simple ou complexe, par exemple un tissu 
vivant ou un liquide ou fluide corporel. Get gchantilon 
biologique contient au moins un micro-organisme & lyser, 
avec ou sans traiteraenf prealable de la structure 
comprenant ledit micro-organisme, par exemple destruction 

25 de l 1 organisation du tissu. 

Par "micro-organisme", on entend tout mat6riau 
biologique, comprenant naturellement une membrane ou 
enveloppe ferm£e, un ou plusieurs composes biologiques 
d'int6ret renfermfi & l'int^rieur de ladite membrane ou 

30 enveloppe, par exemple prot6iques et/ou nucl^iques. A 
titre d' exemple, on peut citer bien entendu les micro- 
organismes procaryotes, tels que les bactSries et 
archaebacteries , les micro-organismes eucaryotes tels que 
les cellules vSgStales ou animales et 1 s champignons, 

35 Sgalement diff brents tissus vivants, et par extension des 
particules virales. 
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Par le terme " lyse " , on entend tout processus 
permettant de rompre la membrane ou l'enveloppe pr^citee 
pour lib6rer le ou les composes biologiques d f int6r£t sous 
forme totale ou partielle. 
5 Par " compost biologique M , on entend tout 

const ituant du micro-organisme, Iib6r6 de manifere 
partielle ou totale par l'6tape de lyse, comprenant un 
materiel biologique , notarament nucl^ique ou peptidique, 
d'int^ret, au sens ou ce dernier est ensuite traits, 
10 notamment analyst ou detect^. 

Les figures et les exemples qui suivent permettent 
d'illuster l'objet de 1' invention , mais ne limitent en 
rien la port€e de celle-ci. 

La figure 1 illustre le pourcentage de lyse (en 
15 ordonn6es) en fonction du diam&tre des billes (en 
abscisse) et de la composition du melange (nature et 
proportion des billes). 

"SI n signifie " solution initiale " et 
repr6sente le tfimoin qui n'a pas 6t6 lys6. 
20 A : Billes de verre de 1 50 f/iu 

B : Billes de verre de 50 & 100 Jim 

C : Billes de verre de 90 & 150 pm 

D : Billes de verre 100 Jim 

E : Billes de zirconium 100 /im 
25 F : Billes de zirconium 500 pan 

G : Melange 50/50 de billes de zirconium de 100 et 

500 vm. 

La figure 2 illustre la quantity d'acides 
nucl6iques de S.epidermidis d6tect6e (en ordonn6es) en 
30 fonction du diamfetre des billes (en abscisse). 

" SI " signifie " solution initiale " et 
repr6sente le t6moin qui n'a pas 6t6 lys6. 

A : Billes de verre de 1 Si 50 fim 
B : Billes de v rre de 50 & 100 Jim 
35 C : Billes de verre de 90 h 150 Jim 

D : Billes de verre 100 
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E : Billes de zirconium 100 ptm. 
F : Billes de zirconium 500 

G : Melange 50/50 de billes de zirconium de 100 et 

500 Jim. 

La figure 3 illustre le pourcentage de lyse (en 
ordonnees) en tube Eppendorf en fonction du coefficient a 
(en abscisse) . 

La figure 4 illustre le pourcentage de lyse (en 
ordonnees) en tube Falcon en fonction du coefficient a (en 
abscisse) . 

La figure 5 illustre le pourcentage de lyse (en 
ordonnees) dans un contenant en forme de disque en 
fonction du coefficient a (en abscisse). 

La figure 6 illustre le pourcentage de lyse (en 
ordonnees) en tube Eppendorf en fonction du coefficient P 

(en abscisse) . 

La figure 7 illustre le pourcentage de lyse (en 
ordonnees) en tube Falcon en fonction du coefficient p (en 
abscisse) . 

La figure 8 illustre le pourcentage de lyse (en 
ordonnees) dans un contenant en forme de disque en 
fonction du coefficient p (en abscisse). 

La figure 9 illustre le pourcentage de lyse (en 
ordonnees) en fonction de la geometrie du contenant (en 
abscisse) . 

A 

ml 



tube Eppendorf a fond en forme de V, Vc - 1,5 
B : cuvette de spectrophotometrie a fond plat, Vc 



= 5 ml 



C : tube a fond plat, vc - 30 ml 

D : tube a fond plat, Vc = 60 ml 

E : bouteille de verre a fond plat, Vc = 8 ml 

F : bouteille de verre a fond plat, Vc = 25 ml 

G : tube en polystyrene a fond en forme de U, Vc = 



6 ml 
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H: tube en polystyrene h fond en forme de U, Vc = 

14 ml 

I : tube en polystyrene h fond en forme de U, Vc = 

22 ml 

5 J : tube en polypropylene h fond en forme de U, Vc 

= 6 ml 

K : tube en polypropylene h fond en forme de U, Vc 

= 14 ml 

L : tube en polypropylene h fond en forme de U, Vc 

10 = 22 ml 

M : tube en polypropylene 2t fond en forme de U, Vc 

= 4 ml 

La figure 10 illustre le pourcentage de lyse (en 
ordonn^es) en fonction de diff€rentes billes ajout6es (en 
15 abscisse) . 

La figure 11 illustre le pourcentage de lyse (en 
ordonn6es) en fonction de corabinaisons de diff^rentes 
billes ajout^es (en abscisse). 

A : 10 billes inox de dian&tre 2 mm 
20 B : 10 billes de verre de diamfetre 3 mm 

C : 5 billes inox et 5 billes de verre de 
diamStres respectifs 2 et 3 mm 

D : 4 billes inox et 4 billes de verre de 
diam&tres respectifs 2 et 3 mm 
25 E : 5 billes inox et 3 billes de verre de 

diam&tres respectifs 2 et 3 mm 

F : 3 billes inox et 5 billes de verre de 
diamfetres respectifs 2 et 3 mm 

La figure 12 illustre le pourcentage de lyse (en 
30 ordonn6es) en fonction du temps de mise en mouvement de 
type vortex (en abscisse) pour les protocoles I et II de 
l'exemple 5. 

La figure 13 illustre le pourcentage de lyse (en 
ordonn6es) en fonction du temps d mis n mouvem nt de 
35 type vortex (en abscisse) pour les protocoles II et III de 
l'exemple 5. 
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Afin de determiner 1'efficacitS du proc6d£ de lyse 
selon 1' invention, on a mis au point un protocole test 
g6n6ral d 1 analyse du lysat obtenu en mesurant le 
5 pourcentage de lyse. 

Ce protocole g6n6ral est dficrit ci-apr6s. 
Des bact^ries h paroi Gram+ Staphylococcus 
epidermidis (bioMSrieux reference API N° 8149310) 
cultiv6es en milieu liquide BCC (Bouillon Coeur Cervelle) 

10 sont centrifug£es k 2500 tours/minute pendant 10 minutes a 
25 °C, avant d'etre resuspendues indif f^remment en milieu 
BCC ou en tampon de lyse h la concentration 5.10 cellules 
/300 /il. La composition du tampon de lyse est la suivante: 
30mM Tris-Hcl, 5mM EDTA, 100 mM NaCL, pH 7,2. 300 pi de la 

15 suspension sont ajout£s dans un tube contenant 
prfialablement un volume d^fini de billes de verre. Le 
tube ferm£ est vortexe pendant 2 minutes, ci puissance 
maximale de l'appareil (Reax 2000, Heidolph). La 
suspension bact^rienne ainsi trait^e est conserve dans la 

20 glace avant analyse. 

Le pourcentage de lyse est determine imm6diatement 
aprds recueil de 1 '6chantillon, par mesure de la density 
optique & 550 nm. Le pourcentage de lyse est 6gal au 
rapport de la valeur de DO h 550 nm de la solution 

25 bact6rienne apr6s vortex sur la valeur de DO h 550 nm 
avant vortex. 

La quality des acides nucl6iques Iib6r6s par 
l'6tape de vortex est v6rifi6e sur gel d' agarose 0,8%. 
10 /il du lysat sont d6pos6s par puits, la migration est 

30 rfialis6e sous voltage constant (150V) et le gel est colore 
au bromure d'6thidium (BET) avant observation sous 
rayonnement ultra-violet. 

La quantity d' acides nuc!6iqu s Iib6r6s par 
l'6tape de vortex est d6termin£e par detection specif ique 

35 selon la t chniqu d' hybridation dite sandwich n 
utilisant l'appareil Vidas commercialism par bioM6rieux 
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(France). Des sondes oligonucleotidiques de capture et de 
detection sp6cifiques des acides nucl6iques de S. 
epidermidis (voir le brevet EP 0632269) ont 6t£ choisies. 
Les oligonucleotides de capture et de detection ont 
5 respectivement pour sequence : 5 • -GACCACCTGTCACTCTGTCCC-3 ' 
(SEQ ID N°:l) et 5 ' GGAAGGGGAAAACTCTATCTC-3 ' ( SEQ ID N°:2). 
La sonde de detection est marquee par couplage avec la 
phosphatage alcaline (PA) . L ' hybridation specif ique de ces 
sondes avec les acides nucl^iques Iib6r6s dans le lysat 
10 est fonction de la quantity d' acides nucl^iques presents, 
mais aussi de leur accessibility pour les sondes 
utilis6es. 

Deux protocoles d' amplification sp6cifiques des 
molficules d' ADN et d'ARN de S. epidermidis ont 6t6 
15 r^alis6s & partir des lysat s recueillis pour verifier si 
les acides nucl6iques Iib6r6s par vortex peuvent Stre 
amplifies : un protocole PCR pour 1 ■ amplification de 1 'ADN 
et un protocole NASBA pour 1 1 amplification de l'ARNrl6S. 

Protocole PCR : la technique de PCR suivie est 
20 celle d6crite par Goodman dans PCR strategies, Ed : Innis, 
Gelford et Sninsky Acad^mie press 1995, pp 17-31. Deux 
amorces d' amplification ont 6t6 utilis6es, elles 
pr^sentent les sequences suivantes 

Amorce 1: 5 ' -ATCTTGACATCCTCTGACC-3 ' SEQ ID N° :3 
25 Amorce 2: 5 1 -TCGACGGCTAGCTCCAAAT-3 1 SEQ ID N°:4 

Les cycles de temperature suivants ont 6t6 

utilises 

1 fois 3 minutes 94 °C 

2 minutes 65 °C 

30 35 fois 1 minute 72 °C 

1 minute 94 °C 

2 minutes 65 °C 
1 fois 5 minutes 72 °C 



35 Protocole NASBA : la technique de NASBA suivie est 

celle d6crite par Van der Vliet et al., *J. Gen. 
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Microbiol. 1993, 139 : 2423. Deux amorces d ' amplification 
ont ete utilisees, elles presenter* les sequences 

suivantes : 

Amorce 1: 5 ' -GGTTTGTCACCGGCAGTCAACTTAGA-3 1 
5 Amorce 2: 5 1 -TCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCA-3 ' 

10 jil de lysat ou 5 ul de lysat sont utilises pour 
chaque essai PCR et NASBA, respectivement . Les amplicons 
produits par PCR sont observes sur gel d' agarose 0.8% et 
quantifies sur Vidas selon le protocole decrit ci-dessus. 
10 Les amplicons produits apres NASBA sont detectes et 
quantifies sur microplaque par hybridation avec une sonde 
de capture et une sonde de detection specif ique de S. 
epidermidis, selon la methode decrite par P. Cros et al., 
Lancet 1992, 240 : 870. La sonde de detection est coupl6e 
15 a la peroxidase de Raifort (HRP) . Les deux sondes 
presentent les sequences suivantes : 

Sonde de capture: 5 ' -GATAGAGTTTTCCCCTTC-3 ' (SEQ ID 

N°: 7) 

Sonde de detection: 5 • -GACATCCTCTGACCCCTC-3 ' (SEQ 
20 ID N°: 8) 

Kvfttn ple 1 : Influence du diametre des billes et du 
coefficient a sur l'efficacite de J a lyse par vortex 

25 a- influence du diametre des billes. 

Le protocole de lyse a ete realise comme d6crit 
ci-dessus a partir d'une suspension initiale de 
Staphylococcus epidermidis (5.10 9 cellules/300 ^1) en 
30 presence de 90 ul de differents melanges de billes 
caracterisees par des diametres differents, pendant 2 
minutes par essai. Les diametres testes sont compris entre 
1 et 500 um; les melanges testes sont les suivants : 

A : microbill s de verre de diametre compris entre 
35 1 et 500 Jim, 
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B : microbilles de verre de diam£tre compris entre 

50 et 100 ixm, 

C : microbilles de verre de diametre compris entre 

90 et 150 pm, 

5 D : melange homogdne de billes de diam^tre 100 pm, 

E : melange homogSne de billes de zirconium de 
diamStre 100 

F : melange homogene de billes de zirconium de 
diamStre 500 urn 

10 G : melange (50/50 v/v) de billes de zirconium de 

diamfitre 100 et 500 /im, 

Comme l'indique la figure 1, la lyse cellulaire 
obtenue est la plus efficace en presence de billes de 
diamfctre compris entre 90 et 150 i*m, et de preference egal 

15 k 100 jum. Les mesures de density optique h 550nm des 
6chantillons recueillis aprfes 2 minutes de vortex dans ces 
conditions indiquent que le pourcentage de lyse de S. 
epidermidis est compris entre 60 et 70% avec ce diamfrtre 
de billes. Seule des differences n^gligeables de 

20 pourcentage de lyse sont observes en fonction de la 
nature des billes (verre ou zirconium) de meme diamfetre- 
Par contre 1" utilisation de billes de diamStre inferieur 
ou sup£rieur k 90 jusqu'St 150 pm, telles les melanges de 
billes de diamfctre 1 k 50 pm, 50 h 100 /im, 100 & 500 jm, 

25 ou le melange homogfene de billes de diamfetre 500 M m 
entraine une diminution du pourcentage de lyse. L ' analyse 
sur gel d' agarose 0,8% des acides nucieiques liber6s dans 
les lysats, presentee dans la figure 2, montre que les 
molecules d 1 ADN et d'ARNr sont bien conserv6es puisque 

30 leur profil de migration sur gel d' agarose 0,8% est le 
meme que celui des molecules d' ADN et ARNr bacteriens 
purifies et commercialises, Les acides nucieiques 
relargues ont egalement le meme profil de migration qu 1 
que soit le diamfctre des billes utilis6es pour la lyse 

35 c llulaire. Les acides nucieiques Iib6r6s sont egal ment 
detectables par analyse Vidas dont 1 protocole est d6crit 
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ci-dessus. Toujours d'apres la figure 2, la quantity 
d'acides nucleiques lib6res dans les lysats mesuree par 
analyse Vidas reflete le pourcentage de lyse obtenu. En 
parallele, il a 6te demontre que l'ADN ou l'ARNr 16S de 
5 chaque lysat peut Stre amplifie par protocole PCR ou NASBA 
specif iques de S. epidermldis, qui sont decrits dans la 
partie protocole test general ci-dessus. 



Vw Tnfl nance du coeff icient a 

10 

- tube Eppendorf 

Le protocole de lyse a ete realise" en presence de 
billes de diametre 100 pm, pendant 2 minutes. Des tubes 
Eppendorfs identiques ont 6te utilises pour tous les 

15 essais. Le volume de la suspension bacterienne a ete fixe 
a 300 fil /tube pour chaque essai, et le volume de billes a 
varie entre 1 et 300 jil/tube. Soit Vb, le volume apparent 
des billes et Ve, le volume de 1 ' echantillon liquide tel 
que Vb < Ve avec Ve = a.Vb avec a etant un nombre r6el 

20 positif different de 0. Le coefficient a a varie de 1 a 
300. Apres l'etape de vortex, les echantillons recueillis 
sont analyses par mesure de densite optique a 550 nm, les 
acides nucleiques liber^s dans le lysat sont observes sur 
gel d' agarose 0,8% et quantifies par analyse Vidas. 

25 La figure 3 indique que la lyse de S. epidermidis 

est efficace pour des valeurs du coefficient a comprises 
entre 1,4 et 10 : le pourcentage de lyse est compris entre 
30 et 70%. Pour des valeurs de a < 1,4, le volume de 
billes etant trop important, le volume mort de la 

30 suspension cellulaire augmente de facon telle qu'il est 
impossible de recup£rer le volume initial de la suspension 
cellulaire. Pour des valeurs de a > 10, le volume de 
billes est faible et la probability de rencontre et de 
choc mecanique entre billes et c llul s st r6duite. De 
35 preference la lyse cellulaire est plus efficace pour des 
val urs de a comprises entre 1,4 t 3,3 : le pourcentage 
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de lyse 6tant compris entre 40 et 70%. L* analyse sur gel 

d' agarose 0,8% du lysat montre que les profils de 

migration des acides nucl^iques lib^res ne sont pas 
modifies, quelles que soient les valeurs de a. La quantity 

5 d' acides nucl^iques mesuree par analyse Vidas est 
directement corr€16e au pourcentage de lyse. 



- tube Falcon 

Une meme etude a 6t<§ rSalisee en remplagant les 
10 tubes Eppendorf par des tubes Falcon en polypropylene (Vc 
= 6ml). La figure 4 indique que la lyse de S. epideimidis 
est efficace pour des valeurs du coefficient a comprises 
entre 1,4 et 10 : le pourcentage de lyse est super ieur a 
20%. De preference, la lyse cellulaire est plus efficace 
15 pour des valeurs de a comprises entre 1/4 et 3,3 : le 
pourcentage de lyse est compris entre 65 et 85%. 

-forme disque 

On a utilise une carte de dimensions 1 = L = 8,5cm 

20 et h = 0.4 cm. Un ou plusieurs trous, d#finis comma des 
puits, sont r6alisf§s de hauteur constante et 6gale a la 
hauteur de la carte (soit 0.4 cm) et de diametre constant. 
Ces puits sont recouverts d'un film de chaque cot6, et 
chaque puits est rempli d'un melange de billes de diametre 

25 100 de volume apparent Vb, de 10 billes de fer de 
diametre 2 mm et d'une suspension cellulaire de volume Ve. 
La carte ainsi d6finie est maintenue sur le vortex. 

Le protocole de lyse a 6t6 realise pendant deux 
minutes. Des cartes telles que decrites ci-dessus avec un 

30 diametre de 30 cm (Vc = 2,8 ml/puits) ont 6t6 utilisees 
pour chaque essai. Le volume de la suspension bacterienne 
a et& fix6e a 700 p\ /puits et le volume de billes a vari6 
de 90 a 510 yl/puits. Le coefficient a a vari6 de 1,4 a 
7,8. Apres l'6tape de vortex, le pourcentage d lyse d s 

35 echantillons recu illis a 6t6 analyse - par mesure de 
density optique a 550 nm, les acides nucieiques liberes 



2768743 



15 

ont ete observes sur gel d' agarose et quantifies par 
analyse Vidas. 

La figure 5 indique le pourcentage de lyse obtenu 
en f one t ion du coefficient a. La lyse de S .epidermidis est 
5 efficace avec un contenant format "carte" pour des valeurs 
du coefficient inferieures ou egales a 2,1 : lorsque a est 
compris entre 1,4 et 2,1 , le pourcentage de lyse est 
compris entre 45% et 75%. De preference, la valeur 
optimale du coefficient devrait §tre inferieure h 1,4 car 

10 meme pour des valeurs de a s'approchant de 1,4, les 
valeurs de pourcentage de lyse n'arrivent pas ct un 
plateau. L' analyse sur gel d'agarose 0,8% du lysat montre 
que les profils de migration nucieiques Iib6r6s ne sont 
pas modifies quelles que soient les valeurs de a. La 

15 quantite d'acide nucieique mesuree par analyse Vidas est 
directement correiee au pourcentage de lyse. 

Exemple 2 ; influence du coefficient B sur 
l'efficacite de la lyse par vortex 

20 

- Tube Eppendorf 

Le protocole de lyse a ete realise en presence 
d'un rapport constant entre le volume apparent de billes 
et le volume de l'echantillon liquide (a = Ve/Vb = 3,3) 

25 pendant 2 minutes. Le volume de la suspension bact6rienne 
a varie entre 100 /il et 1 ml. Soit Ve, le volume de 
l'echantillon liquide et Vc, le volume utile ou disponible 
du contenant tel que Ve < Vc et Vc = p.Ve avec p etant un 
nombre reel positif sup6rieur h 0, le coefficient 0 a 

30 varie de 1,5 a 15. Les experiences ont ete realisees en 
tube Eppendorf, soit Vc = 1,5ml. AprSs 1'etape de vortex, 
les 6chantillons recueillis sont analyses par mesure de 
densite optique h 550 nm, les acides nucieiques dans le 
lysat sont observes sur gel d'agarose 0,8% et analyses par 

35 analyse Vidas. 
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Sur la figure 6 est indiqu6 le pourcentage de lyse 
obtenu en fonction du coefficient p. La lyse de S. 
epidermidis est plus efficace pour des valeurs du 
coefficient p compris entre 2,5 et 15 : le pourcentage de 

5 lyse est superieur a 30%. Pour des valeurs de P 
inferieures a 2,5, les volumes de billes et d'echantillon 
liquide sont trop important s; ils limitent le mouvement 
des billes dans 1 ' echantillon et le volume mort de 
l'echantillon augmente. Pour des valeurs de P super ieures 
0 a 15, le volume de l'echantillon est trop faible pour 
permettre une recuperation complete du volume initial de 
la suspension cellulaire pour a = 3,3. De preference, 
l'efficacite de lyse cellulaire est meilleure pour des 
valeurs de P comprises entre 3,75 et 15 : le pourcentage 

15 de lyse est compris entre 35 et 60%; de preference pour 
des valeurs comprises entre 7,5 et 15 (40 a 60% de lyse). 
L ' analyse sur gel d' agarose 0,8% des lysats montre que les 
profils de migration des acides nucleiques liberes sont 
les memes quelles que soient les valeurs de p. Les 

20 quantites d' acides nucleiques mesurees par analyse Vidas 
sont directement correlees aux pourcentages de lyse 
obtenus . 

- tube Falcon 

25 une etude similaire a ete realisee en utilisant 

des tubes Falcon de polypropylene (Vc - 6ml) a la place 
des tubes Eppendorf. Une meme valeur du coefficient a a 
ete fixee (a = 3,3). Le volume de la suspension 
bacterienne a varie entre 200 jil et 2ml. Pa varie de 3 a 

30 30. La figure 7 illustre le pourcentage de lyse obtenu en 
fonction du coefficient p. La lyse de S. epidermidis est 
plus efficace pour des valeurs de P comprises entre 6 et 
30 : 1 pourcentage de lyse est superieur a 50%. Pour des 
valeurs d P > 30, le volume de l'echantillon est trop 

35 faible pour permettre une recuperation complete du volume 
initial de la susp nsion cellulaire, pour a = 3,3. De 
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preference, l'efficacite de la lyse cellulaire est 
meilleure pour des valeurs de P comprises entre 12 et 30 : 
le pourcentage de lyse est superieur a 60%. 

5 -forme disque 

Le protocole de lyse a 6t6 realist avec le mSiae 
contenant utilise dans l'exemple 1 (diametre des puits 30 
mm, vc - 2,8 ml), avec une valeur de coefficient a (a = 
3,3) pendant deux minutes. Le volume de la suspension 

10 bacterienne a varie de 300 a 700 ^1/puits. Le coefficient 
P a varie de 4 a 9,3. Apres 1-etape de vortex, le 
pourcentage de lyse des echantillons recueillis a 6te 
analyse par mesure de densite optique a 550 nm, les acides 
nucieiques liber6s on 6t6 observes sur gel d' agarose et 

15 quantifies par analyse Vidas. 

Sur la figure 8 est indique le pourcentage de lyse 
obtenu en fonction du coefficient p. La lyse de 
S.epidermidis est efficace en contenant " format carte 
pour des valeurs de P superieures ou egales a 9,3. Lorsque 

20 P est 6gal a 9,3 avec une valeur non optimale de a (a = 
3,3), 60% des cellules sont lys6es. 1' analyse sur gel 
d' agarose 0,8% du lysat montre que les profils de 
migration des acides nucieiques lib6res ne sont pas 
modifies quelles que soient les valeurs de p et sont 

25 similaires a ceux decrits pour le format tube, la quantite 
d' acides nucieiques mesuree par analyse Vidas est correiee 
au pourcentage de lyse pour chaque essai. 

Rum ple 3 : influe nce de la aeometrie du tube sur 
30 l'efficacite de la lyse pa r vortex 

Le protocole de lyse a ete realise dans des 
contenants de diff6rentes geometries et diff6rents volumes 
(Vc), en presence de 300 yl d susp nsion c llulaire et 90 
35 jil de billes de diametre 100 ^m pendant 2 minutes (soit a 
= 3,3 t P variable) . 
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A : tube Eppendorf en polypropylene h fond en 

forme de V, Vc = 1,5 ml 

B : cuvette de spectrom§trie en polypropylene k 

fond plat, Vc = 5 ml 

C : tube h fond plat, Vc = 30 ml 

D : tube e fond plat, Vt = 60 ml 

E = bouteille de verre h fond plat, Vc = 8 ml 

F = bouteille de verre h fond plat, Vc = 25 ml 

G = tube en polystyrene £ fond en forme de U, Vc = 



10 6 ml 
14 ml 



H = tube en polystyrene & fond en forme de U, Vc - 

I = tube en polystyrene h fond en forme de U, Vc = 

22 ml 

15 j = tube en polypropylene a fond en forme de U, Vc 



= 6 ml 
= 14 ml 
= 22 ml 
= 4 ml 



K = tube en polypropylene S. fond en forme de U, Vc 
L = tube en polypropylene h fond en forme de U, Vc 
M = tube en polypropylene e fond en forme de U, Vt 



La figure' 9 indique le pourcentage de lyse obtenu 
20 en fonction de la geom^trie du contenant utilise Le 
pourcentage de lyse est compris en moyenne entre 60 et 75% 
avec les tubes e fond plat ou St fond en forme de V, par 
contre il est compris en moyenne entre 70 et 80% avec les 
tubes a fond en forme de U pour un meme temps de vortex et 
25 une meme valeur de a. La mesure par analyse Vidas de la 
quantity d'acides nuclSiques Iib6r6s confirme cette 
influence. 



F^m ple 4 : influence de l'aiout de bill s d e plus 
30 aros diamfetre sur l'efficacit6 de la lyse par vort x 
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Le protocole de lyse a 6t6 r6alis6 en tube 
Eppendorf, en presence de 300 ^1 de suspension cellulaire 
et 90 jil de billes de diam£tre 100 (soit a = 3,3 et P = 
5) pendant deux minutes. DiffSrentes billes on 6t§ 
5 ajout^es au milieu en combinaison : billes de fer de 
diam&tre 2 mm f billes de verre de diam^tre 3 mm. 

La figure 10 pr^sente le pourcentage de lyse de 
S.epidermidis en fonction des diff6rentes combinaisons de 
billes ajout^es. L* addition de bille de fer ou de billes 

10 de verre entraine une augmentation du pourcentage de lyse. 
Ce pourcentage est sensiblement meilleur en presence de 
jusqu'fc 10 billes/tube. la presence de ces 10 billes ne 
ggne pas le mouvement des billes de diam&tre 100 prn; par 
contre au delh de cette valeur, le mouvement est gen6. Le 

15 pourcentage de lyse obtenu est plus 61ev6 en presence d'un 
ra&me nombre de billes de verre par essai que de billes de 
fer. D'aprfes la figure 11, 1' addition de combinaison de 
billes de fer et de verre permet d'obtenir un pourcentage 
de lyse aussi 61ev&s qu'en presence de 1' addition d'un 

20 melange homog&ne de billes pour chaque combinaison test6e; 
le pourcentage de lyse est sup6rieur & 80%. L' analyse sur 
gel d' agarose 0,8% des acides nucl6iques Iib6r6s montre 
que les molecules d'ADN et d'ARNr ont le meme profil de 
migration apr6s lyse quelles que soient les combinaisons 

25 des billes utilis6es. L' addition des billes de fer et de 
verre n'altfcre pas la structure du materiel nucl6ique 
lib6r<§. De plus il a 6t6 v6rifi6 que leur presence dans le 
lysat ne perturbe pas les reactions d' amplification PCR et 
NASBA. 

30 

Exemole 5 : Influence du temps de vortex sur 
l'efficacit6 de la lvs e par vortex 

Trois protocoles de lyse ont 6t6 r6alis6s en 
35 parall&le : 
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- Protocole I : tube Eppendorf Vc = 1,5 ial, 90 /il de bille 
de diametre 100 et 300 ^1 de suspension cellulaire a = 
3 r 3 et p = 5) 

- Protocole II : protocole I avec addition de 3 billes de 
5 verre de diametre 3 mm et 5 billes de fer de diametre 2 mm 

- Protocole III : protocole II en tube Falcon (Vc = 6ml) a 
la place des Eppendorf s. 

Pour chaque protocole, differents temps de vortex ont ete 
realises. 

10 La figure 12 presente le pourcentage de lyse 

obtenu en fonction du temps de vortex, pour les protocoles 
I et II. Les conditions experimentales du protocole I ne 
sont pas optimales. On continue qu 1 apres 2 minutes de 
vortex, seulement 60% des bacteries S. epidermidis sont 

15 lysees. Par contre il est possible d'ameliorer 
l'efficacite du protocole malgre ces conditions non 
optimales en augmentant le temps de vortex : des 8 minutes 
de vortex, 85% des bacteries sont lysees. Les conditions 
experimentales du protocole II sont plus optimales que 

20 celles du protocole I, du a 1' addition de billes de 
diametre 3 mm : dans ces conditions, 85% des bacteries S. 
epidermidis sont lysees des 4 minutes de vortex. 

La figure 13 presente le pourcentage de lyse 
obtenu en fonction du temps de vortex pour les protocoles 

25 II et III. Les conditions experimentales du protocole III 
sont plus optimales que celles du protocole II : 88% des 
bacteries S. epidermidis sont lysees apres seulement 2 
minutes de vortex alors que seulement 80% ou 60% des 
bacteries apres 2 minutes avec le protocole II ou I, 

30 respectivement. La mesure par analyse Vidas des acides 
nucleiques liberes confirme ces principales observations. 

Ainsi, augment er le temps de vortex permet 
d'obtenir un pourcentage de lyse Sieve lorsque les 
conditions experimentales initiales n sont pas optimales 

35 .Parallelement, lorsque ces conditions sont optimales, le 
temps de vortex peut etre court (2 minutes). 
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Exem ple 6 : Universalite du pr otocole de — lyse 
selon 1' invention 

Le proc^de de lyse selon l 1 invention peut §tre 
5 appliqu€ & d'autres espfeces cellulaires. Pour cela, le 
protocole a 6t6 r<§alis6 en tube Eppendorf en presence de 
300 yl de suspension cellulaire de concentration 1.10 
cellules /ml, de 90 pi de billes de diamdtre 100 pm avec 
un temps de vortex egal Si 8 minutes. Diff6rentes cellules 

10 ont 6t6 respectivement utilises (Mycobacterium gordonae, 
Escherichia coli , Listeria monocytogenes , Streptococcus 
pneumoniae, Bacillus stearothermophilus , Micrococcus sp., 
Actinomyces viscosus f Actinomyces naeslundii , 

Stomatococcus mucilaginosus , Nocardia asteroides, 

15 Rhodococcus sp.). Les r6sultats obtenus indiquent que le 
pourcentage de lyse pour chacun des cas analyses est 
corapris entre 80 et 90%. Les profils de migration sur gel 
d' agarose 0,8% des acides nucl^iques Iib6r6s dans chaque 
lysat sont similaires pour chaque souche bact6rienne 

20 testae, et sont similaires h celui d'ADN et ARNR 16S d*E. 
coli purifies et commercialisms. 

Exemole 7 ; Sensibility du protocole de Ivse selon 
1 'invention 

25 Les acides nucl6iques ADN et ARNr 16S Iib6r6s par 

lyse selon le proc6d6 de 1' invention ont 6t€ soumis h une 
amplification. Les conditions de lyse sont les memes que 
celles indiqu<§es dans 1' exemple 6. La souche bact^rienne 
utilis6e est S. epidermidis. Deux protocoles 

30 d' amplification spgcifiques des acides nucl6iques de S. 
epidermidis ont 6t6 r6alis6s h partir des lysats 
recueillis, soit un protocole PGR pour 1' amplification de 
1 1 ADN, soit une protocole NASBA pour l'amplif icati n d 
1 1 ARNr 16S, comme d^crits ci-dessus dans le protocole test 

35 g6n6ral. 
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1 j_ Amplification PCR de l'ADN Iib6r6 

9 2 

Des concentrations initiales de 1. 10 a 1- 10 
cellules /ml ont ete utilisees. 10 ^1 de lysat ont 6te 
utilises pour chaque essai PCR. Les amplicons produits ont 
5 ete detectes et quantifies apres hybridation sandwich 
specif ique sur Vidas, comme decrit dans le protocole test 
general. Les amplicons produits sont mesurables pour des 
concentrations bacteriennes initiales au moins superieures 
ou 6gales a 1.10 2 cellules /ml, soit 30 cellules /300 jil. 
10 Ainsi le protocole de lyse optimise par vortex est 
efficace pour lyser au moins 30 cellules /300 fil et pour 
liberer des molecules d'ADN amplifiables par PCR de sorte 
que la quant ite d' amplicons produits soit detectables. 

15 2\- Amplification NASBA de l'ARNr 16S 

Des concentrations initiales de 2.10 a 2.10 
cellules /ml ont ete utilisees. 5 jil de lysat ont ete 
utilises pour chaque essai NASBA. Les amplicons produits 
ont ete detectes et quantifies sur microplaque par 
hybridation sandwich avec des sondes oligonucleotidiques 
specif iques de S. epidermidis , comme decrit dans le 
protocole test general. Les amplicons produits ont pu etre 
d6tectes et mesures pour des concentrations bacteriennes 
initiales au moins superieures ou egales a 2.10 cellules 
/ml, soit 60 cellules /300 \i±. La quantite d' amplicons 
raesuree est importante pour cette concentration initiale, 
ce qui indique que probablement des amplicons produits 
apres lyse de bacteries de concentration initiale 
inferieure a 60 cellules /300 jil seraient d6tectables et 
mesurables . 
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RE VEND I CATIONS 

1. Proc6d6 de lyse de micro-organisme, pour 
laborer au moins un compost biologique comprenant une 
6tape de lyse, selon laquelle: 

5 - on dispose dans un contenant un 6chantillon 

biologique en milieu liquide, comprenant le micro- 
organisme h lyser f 

- on dispose dans ledit contenant au moins un 
mat§riau particulaire, relativement dur, et 

10 substantiellement inerte par rapport aux composes 
biologiques, 

- on soumet le melange de l'6chantillon biologique 
et du mat^riau particulaire h un mouvement de type vortex, 
caract£ris€ en ce que: 

15 - le mat^riau particulaire comprend des billes 

ayant un diamfetre compris entre 90 et 150 /iin, et 

- Ve = a.Vb, avec 

Vb = le volume apparent des billes, 
Ve = le volume de 1 *6chantillon liquide, et 
a est un nombre compris entre 1,4 et 10 lorsque 
le contenant est de forme tubulaire, et 

a est un nombre inf6rieur ou 6gal & 2,1 lorsque 
20 le contenant est de forme disque. - 

2. Proc£d6 selon la revendication 1, caract6ris6 
en ce que le mat6riau particulaire est constitu6 de billes 
de diam^tre environ 100 jam. 

25 

3. Proc6d6 selon les revendications 1 et 2 f 
caract6ris§ en ce que 

Vb < Ve < Vc, et 
Vc = p.Ve, et 

P est un nombr sup6ri ur ou 6gal & 2,5, avec 

30- Vb = le volume apparent des billes, 

Ve = le volume de 1 '6chantillon liquide, 
Vc = le volume utile du contenant. 
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4. Procede selon la revendication 1, caracterise 
en ce que le contenant est de forme tubulaire, de 
preference a fond en forme de U. 

5. proc6de selon les revendications 1 et 4, 
caracterise en ce que 0 est un nombre compris entre 2,5 et 
30. 

6. Procede selon les revendications 1 et 3, 
caracterise en ce que le contenant est un tube a fond 
tronconique, et a est un nombre compris entre 1,4 et 3,3, 
et 3 est un nombre compris entre 2,5 et 15, de preference 
entre 3,75 et 15. 

7. Proc6d6 selon les revendications 1 et 3, 
caracterise en ce que le contenant est un tube a fond en 
forme de U, et a est un nombre compris entre 1,4 et 3,3, 
de preference est egal a 3,3, et 3 est un nombre compris 
entre 3 et 30, de preference entre 12 et 30, de preference 
encore egal a 20. 

8. Procede selon la revendication 1, caracterise 
en ce que le contenant est sous forme disque. 

9. Procede selon les revendications 1 et 8, 
caracterise en ce que a est un nombre inferieur ou 6gal a 
1,4 et P est un nombre sup6rieur ou egal a 9,3. 

10. Procede selon la revendication 1, caracterise 
en ce que le materiau particulate comprend d'autres 
billes ayant un diametre sup6rieur a celui desdites billes 
du contenant. 

11. Procede selon les revendications 1 et 10, 
caracterise en ce que le contenant compr nd jusqu'a 10 
autres billes. 
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12. Proc6d§ selon les revendications 1 et 10, 
caract6ris6 en ce que les autres billes ont un diametre 
environ de 2 h 3 mm. 

5 

13. Proc6d6 selon le revendication 1 caract§rise 
en ce que le temps de raise en mouvement de type vortex est 
au moins 6gal & 10 secondes, de preference au moins 6gal & 
20 secondes, avantageusement entre 1 et 5 minutes. 

10 

14. Proc6d§ selon les revendications 1 et 13 
caract6ris6 en ce que le temps de raise en mouvement de 
type vortex est d' environ 2 minutes. 

15 15. Proc6d6 selon les revendications pr6c6dentes, 

caract6ris6 en ce que les micro-organismes sont des 
bact£ries . 

16. Utilisation du lysat obtenu par le proc6d6 
20 selon les revendication 1 h 15 pour 1' amplification de 

molecules d'ADN et/ou d'ARN. 

17. Utilisation du lysat obtenu par le proc€d6 
selon la revendications 16 pour la detection et/ou la 

25 quantification de molecule d'ADN et/ou d'ARN. 

18. Contenant & usage unique, pour la mise en 
oeuvre d'un proc6d£ selon l'une quelconque des 
revendications 1 h 15, caract6ris6 en ce qu'il comprend 

30 une charge d'un mat6riau particulaire adapt6e, en fonction 
d'une quantity pr6d6termin€e de 1 '6chantillon biologique, 
h la mise en oeuvre directe du proc6d6 selon l'une 
quelconqu des revendications 1 el 15. 
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FIGURE 5 
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FIGURE 7 
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